DNA甲基化修饰是表观遗传调控的重要机制之一，由DNA甲基转移酶（DNA methyltransferase, DNMT）、DNA羟甲基化酶（ten-eleven translocation, TET）和异柠檬酸脱氢酶（isocitrate dehydrogenase, IDH）调控的DNA甲基化不仅调控正常造血干细胞（hematopoietic stem cell, HSC）的自我更新和分化，在白血病的发生发展中也具有重要意义。针对DNA甲基化修饰酶的药物作为白血病的新型治疗手段受到广泛关注。我们对DNA的甲基化修饰在白血病发生发展中的作用以及针对DNA甲基化修饰异常的白血病靶向治疗等方面的研究进展综述如下。

一、DNA的甲基化修饰分子

DNA甲基化通常是对胞嘧啶的修饰，哺乳动物调控DNA甲基化修饰的酶主要包括DNMT、TET和IDH家族。

1．DNMT：DNA甲基化是指在DNMT的作用下，以S-腺苷甲硫氨酸为甲基（CH3）供体，将甲基基团转移到CpG的胞嘧啶（C-5）变成mCpG的过程[@b1]。哺乳动物DNA甲基化被至少3种DNMT调控：DNMT1维持甲基化状态，DNMT3A和DNMT3B调控DNA从头甲基化[@b2]。而DNMT3L（DNMT3-like）不含催化结构域，在胚胎发育和基因印记过程中作为DNMT3A的辅助蛋白[@b3]。

2．TET：TET家族有TET1、TET2和TET3 3名成员。TET将5-甲基胞嘧啶（5mC）的甲基基团羟基化，使其转变成5-羟甲基胞嘧啶（5hmC），进一步阻止能够识别甲基化DNA的蛋白质间的结合，从而诱导细胞分裂过程中的去甲基化作用[@b4]--[@b6]。

3．IDH：IDH1和IDH2在三羧酸循环的过程中催化异柠檬酸的氧化脱羧，从而产生ɑ-戊酮二酸（ɑ-KG），而突变的IDH会特异性地改变酶的催化活性，直接催化ɑ-KG生成R-2-羟戊二酸（R-2-HG），竞争性抑制TET等多种ɑ-KG依赖的加双氧酶，从而促进肿瘤的发生发展[@b7]。

二、DNA甲基化修饰在白血病发生中的作用

相关研究显示，在肿瘤发生的过程中会出现全基因组DNA的低甲基化以及区域的高甲基化[@b8]--[@b9]。Weissman研究团队利用外显子测序和扩增子靶向测序（targeted amplicon sequencing）对16例急性髓系白血病（AML）患者进行突变基因分析，发现在多种突变中，DNA甲基化调控分子的突变多发生在白血病早期[@b10]。可见，在血液系统恶性肿瘤中，异常的DNA甲基化和白血病的发生息息相关。

1．DNMT3A：在血液系统恶性肿瘤中，DNMT3A的突变会影响髓系、淋系及混合系，导致不良预后[@b11]--[@b13]。在AML中，DNMT3A的突变率高达22%，且将近60％的突变为R882；突变的DNMT3A作为野生型DNMT3A的显性负抑制剂，破坏其四聚体化，扰乱正常甲基化的功能[@b14]。而在伴DNMT3A突变的急性T淋巴细胞白血病（T-ALL）患者中，R882突变仅占20%[@b15]。这些观察结果证明，DNMT3A作为一个经典的抑癌基因，通过丧失其蛋白质的功能而促进肿瘤的恶性发展。最近的数据表明，在AML患者中，携带DNMT3A突变的HSC可能表型正常并且可以产生多种血细胞谱系，处于一种前白血病阶段（pre-leukaemic state）[@b10],[@b16]。这些带有DNMT3A突变的前白血病细胞处于临床沉默状态，但会在治疗的过程中生存下来，甚至在缓解期间扩增[@b17]。由于前白血病干细胞仍具有自我更新能力，这就使其转变成恶性肿瘤细胞成为可能。由此可见，DNMT3A的突变发生较早，诱发白血病的发生，并使细胞在向白血病转换的期间获得额外的突变。Challen等[@b18]敲除小鼠HSC中DNMT3A，发现HSC的表型仍正常，且移植后HSC可扩增，而并未导致白血病的发生。这与人类携带DNMT3A突变的HSC仍具有自我更新能力这一结论相一致。而DNMT3A敲除的小鼠在不进行连续移植的情况下也会发生类似人类携带DNMT3A突变导致的血液系统恶性肿瘤。2015年，Goodell研究团队发现，受致死剂量照射的小鼠移植DNMT3A敲除的HSC后在1年内全部死亡。HSC中缺失DNMT3A会导致小鼠造血系统的恶变倾向，引起骨髓增生异常综合征（MDS）、AML及T-ALL等，这些肿瘤均表现出广泛的低甲基化，而淋巴系统的恶性肿瘤则表现出个别区域的高甲基化，尤其在启动子区域[@b19]。由此可见，DNMT3A缺失导致的不同肿瘤表现出不同的甲基化异常，预示DNMT3A的缺失会导致谱系特异性的甲基化异常。而目前还没有确定关键的下游基因来解释DNMT3A在AML中的作用，直到2015年，Ferreira等[@b20]使用全基因组亚硫酸盐测序和DNA甲基化微阵列技术在DNMT3A突变的AML患者中确定了引起白血病发生的基因HOX的辅因子MEIS1是一个与启动子低甲基化相关的转录激活的关键基因，提示DNMT3A可以介导一种依赖MEIS1的信号通路而导致白血病的发生。

2．DNMT3B：在HSC中，DNMT3A和DNMT3B的联合缺失会导致比DNMT3A单独缺失更严重的分化阻滞效应[@b21]。在白血病细胞中，DNMT3B的高表达会导致AML患者的不良预后[@b22]。然而，DNMT3B介导的DNA甲基化如何影响白血病的发生发展却鲜有报道。2016年1月，Schulze等[@b23]发现在Myc-Bcl2诱导的小鼠白血病模型中DNMT3B的过表达会引起广泛的高甲基化，而在MLL-AF9诱导的白血病模型中不会引起明显的高甲基化。尽管如此，两种白血病模型中，DNMT3B的高表达都会抑制白血病的进展。对二者甲基化测序结果的分析显示，他们具有一组相同的高甲基化区域，从而抑制干细胞相关基因（H1F0、Gpr56等）的表达。由此可见，DNMT3B的活性增加会阻滞白血病的进展，而特定位点DNA甲基化的缺失对白血病干细胞的形成至关重要，对白血病的发生成为非常重要的一步。

3．TET：尽管突变频率较低，TET的功能缺失性突变在髓系肿瘤中也被观察到。这些突变会破坏TET酶的功能，减少了5mC的羟基化，从而引起高水平的5mC，导致HSC分化谱系的偏斜以及自我更新和重建能力的增强，促进恶变。TET2突变在AML中占10%\~20%[@b24]，在CMML中占50%\~60%[@b25]。研究证明在小鼠中敲除TET2会引起骨髓中造血干祖细胞（HSPC）的扩增并导致和CMLL相似的髓系肿瘤的发生[@b26]--[@b28]。2015年4月，Rasmussen等[@b29]使用人AML1-ETO诱导的小鼠白血病模型，发现在造血细胞中TET2的缺失导致全基因组超过25％的基因增强子的高度甲基化，从而改变基因的表达，使一些抑癌基因（如Mtss1、Las2、Lxn、Ctdspl、Grap2）表达下调，同时上调了一些癌基因（Aff3、Pim2、Nepn、Notch3、Igf1r）的表达，导致白血病的发生。该研究证明，TET2是通过防止增强子受到异常DNA甲基化的修饰，来阻止白血病的进展。进一步研究表明，在TET2失活的情况下，合作突变（cooperative mutations）对恶性肿瘤的成熟同样至关重要。近来，这样的突变已在多种血液系统的恶性肿瘤中被证实[@b30]--[@b32]。2015年，Zhao等[@b33]发现TET1与TET2的联合缺失会协同促进急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）的发展。但在髓系白血病中，TET1缺失会延缓TET2缺失所导致的髓系肿瘤发生。2016年，Scourzic等[@b34]利用逆转录病毒系统，将DNMT3A^R882H^转染至TET2敲除（TET2^−/−^）的小鼠HSPC中，发现移植后6个月，10％的小鼠发生了髓系恶性肿瘤，而大部分小鼠则发生了淋系的恶性肿瘤；并通过基因的表达谱证明DNMT3A^R882H^ Tet2^−/−^ T-ALL和Notch1的突变相似，并且DNMT3A^R882H^ Tet2^−/−^ T-ALL表现出全基因组DNA甲基化的增加，影响了肿瘤抑制基因，以及局部的低甲基化影响参与Notch通路的基因表达。这表明，在肿瘤发生的过程中TET2的突变常与其他突变共存，发生协同或拮抗作用，影响白血病的进展。

4．IDH：IDH的突变在AML中高达20%[@b35]。IDH1/2的突变导致2-HG的产生，其作为ɑ-KG的竞争性抑制物，损害包括TET2在内的依赖Fe^2+^/ɑ-KG催化活性的双加氧酶（dioxygenases），破坏5mC和5hmC的平衡[@b36]。相关研究显示，利用逆转录病毒系统将IDH突变和其他癌基因共同转染至小鼠的骨髓细胞，移植后会导致白血病的发生[@b37]--[@b38]，这表明IDH的突变对白血病的发生至关重要。2014年，Kats等[@b39]利用四环素诱导系统，构建了表达IDH2（R140Q）突变的转基因小鼠模型，发现IDH2 (R140Q）突变与HoxA9和Meis1a的过表达以及FLT3突变协同驱动白血病的发生，并进一步发现，在和其他突变同时存在时，通过四环素诱导系统使IDH2 (R140Q）突变失活，小鼠的白血病达到完全缓解且消除了任何可检测到的白血病细胞。由此可见，在和其他突变共存的情况下，IDH突变对白血病细胞的增殖和维持至关重要。2015年，Ogawara等[@b40]将IDH2 (R140Q）突变及在AML中与其并存的其他突变NPMc、DNMT3A（R882H）和FLT3 (ITD）进行组合，构建了一个新的小鼠AML模型，发现条件性敲除IDH2的突变基因可以阻碍AML的进展，再次证明IDH突变对白血病的维持至关重要。

三、针对DNA甲基化修饰异常的靶向治疗

DNA甲基化修饰分子的突变不仅可以为白血病的预后提供有价值的信息，反映不同疗法的治疗效果，还可以作为治疗的潜在靶点。既然DNMT3A和IDH1/2的突变会影响DNA甲基化，那么DNA甲基转移酶抑制剂和IDH1/2抑制剂很有可能成为治疗携带这些突变的AML患者的新手段。

1．DNMT抑制剂：作为DNMT抑制剂，阿扎胞苷和地西他滨均属嘧啶类似物，且二者均被批准用于临床治疗MDS和原始细胞数较低的AML。在欧洲，地西他滨也被批准用于治疗原始细胞数\>30％且不适合强烈化疗的老年AML患者。阿扎胞苷自身主要通过整合入RNA发挥作用，但也可转换成地西他滨而整合入DNA中[@b41]。阿扎胞苷和地西他滨通过逆转异常甲基化的DNA，从而恢复抑癌基因的表达来发挥其功效。在Ⅱ、Ⅲ期临床研究中，地西他滨单药治疗无法接受强烈化疗的老年AML患者，完全缓解（CR）率达18%\~47%，中位生存时间7.7\~12.6个月[@b42]--[@b43]。同样，阿扎胞苷对骨髓原始细胞达20%\~30％的老年AML患者有效，其CR率达18%，中位生存时间为24.5个月[@b44]。二者均延长了老年AML患者的总体生存率。提示这些去甲基化化合物适用于那些不适合接受强烈化疗的患者。对于MDS的治疗，尤其是那些具有特定基因突变（如TET2、DNMT3A）的患者，使用DNMT抑制剂治疗的效果更佳[@b45]。而类似的研究也应在AML患者中进行，以明确AML的哪种亚型更受益于DNMT抑制剂的治疗。

2．DNMT抑制剂与其他药物的联合应用：基因的沉默是由多种相互作用机制引起的，这便提示我们通过联合用药来影响多种表观遗传通路，从而达到治疗目的。近来，DNMT抑制剂已和包括吉妥珠单抗和索拉菲尼在内的非表观遗传药物联合应用[@b46]，并且，地西他滨和硼替佐米的联合应用，在少数老年AML患者中显示出一定的临床活动性[@b47]。一项DNMT抑制剂和组蛋白去乙酰化酶（HDAC）抑制剂的联合应用的Ⅱ期临床试验结果显示，HDAC抑制剂丙戊酸和低剂量的地西他滨联合应用并没有更好地改善MDS和AML患者的预后[@b48]，而在另一个Ⅱ期试验中，HDAC抑制剂恩替诺特甚至与阿扎胞苷发生了对抗作用[@b49]。由此可见，找到与DNMT抑制剂的最优组合仍具有一定的挑战性。

3．新型DNMT抑制剂：由于AML患者具有较高频率的体细胞表观遗传突变，并且DNMT抑制剂在AML治疗中具有举足轻重的地位，这就使得新型表观遗传治疗迅速发展。一种新型DNMT抑制剂SGI-110，是地西他滨和脱氧鸟苷缩合的去甲基化二核苷酸，并可不被胞嘧啶核苷脱氨酶所降解，从而增加药物的生物有效性，提高地西他滨的疗效[@b41]。Ⅱ期临床试验结果显示，SGI-110治疗初治的老年AML患者CR率达53%，疗效与传统的DNMT抑制剂相当[@b50]。

4．IDH1/2抑制剂：许多IDH1/2抑制剂正处于不同的研发阶段并进行临床前研究评估。IDH2 (R140Q）突变的选择性抑制剂AGI-6780，通过与二聚体表面的别构部位结合发挥作用，从而诱导AML细胞系的体外分化[@b51]。另外，一些实验数据提示，其他的药物如BCL2抑制剂，也可以靶向IDH突变，达到治疗效果[@b52]。而IDH1（R132H）的突变，会导致一种肿瘤特异性的潜在的新抗原的出现，为肿瘤疫苗的接种战略发展提供可能性，从而诱导突变特异性的T细胞应答[@b53]。此外，谷氨酰胺作为ɑ-KG的主要来源，也将成为对IDH突变介导的白血病的一种潜在疗法。现已具备IDH1/2突变的动物模型，为我们在分子水平上研究特定药物的作用提供了很好的机会。

四、展望

DNA甲基化调控对维持正常造血至关重要，是调控HSC存活及自我更新和分化潜能所必需的。不同DNA甲基化修饰分子的突变对白血病的发生发展具有不同的作用，在许多情况下，这些突变会导致白血病的早期病变，甚至持续到治疗后并导致复发。一些DNA甲基转移酶的小分子抑制剂已进入临床试验阶段，开创了靶向表观调控的治疗白血病的新手段，但是目前临床指标难以预测药物反应且分子标志欠缺。DNA甲基化修饰如何调控HSC的分化和自我更新以及DNA甲基化修饰分子的突变如何导致白血病发生的精确分子机制还需要进一步阐明。最近，Greer等[@b54]首次发现线虫中存在DNA甲基化并证实其甲基化位点6mA（adenine N6-methylation）的存在。尽管迄今为止还未在哺乳动物DNA中发现6mA，但是新的测序技术可以揭示出一些以前检测不到的修饰，而新的甲基化位点在哺乳动物细胞特别是HSC及白血病中可能具有举足轻重的作用。另外，单细胞DNA甲基化组分析技术（Single cell RRBS）[@b55]作为一种基因组甲基化研究的新方法，对研究HSC异质性及白血病克隆演变可能发挥重要作用，并从单细胞水平促进精准医疗的发展。
